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Zasadniczym przedmiotem badan Doktorantki byta ocena ekspresji receptorow
melatoninowych MT1 w liniach raka jajnika i liniach prawidtowego nabtonka ptciowego tego
narzagdu. Ponadto Doktorantka postanowita zbadaé ewentualne dziatanie synergistyczne
melatoniny w skojarzonym stosowaniu z cisplatyng na komaorki raka jajnika w warunkach in

vitro.

Temat dysertacji doktorskiej jest wyjgtkowo aktualny z co najmniej kilku powoddw. Rak
jajnika, chociaz zajmuje dopiero szdste miejsce wsrdd nowotwordw wystepujgcych u kobiet,
cechuje sie wyjgtkowo ztym rokowaniem. Wskaznik 5-letnich przezy¢ u chorych na ten
nowotwdr wynosi w Europie 30% do 33%, zas. Wg danych WHO, Polska zajmuje tu jedno z
ostatnich jedno z ostatnich miejsc. Dotychczasowa terapia chorych na raka jajnika, oparta na
stosowaniu pochodnych platyny, w dalszym ciggu jest mato skuteczna, obarczona licznymi
skutkami ubocznymi. Pojawiajg sie doniesienia o mozliwosci zwiekszenia jej skutecznosci i
zminimalizowania skutkdw ubocznych przy stosowaniu leczenia skojarzonego z naturalnie

wystepujgcymi zwigzkami, w tym takze melatoniny.

Przedmiot badan, jakie podjeta Doktorantka uwazam wiec za ciekawy i uzasadniony -
zarébwno z uwagi na aspekty poznawcze, jak i codzienng praktyke lekarza ginekologa i
onkologa. Nabiera szczegdlnego znaczenia w Swietle dotychczasowym badan wykonanych

przez prof. Dziegiela i Jego zespdt nad rolg melatoniny i receptoréw melatoninowych w



nowotworach. Dodam, iz Doktorantka legitymuje sie dorobkiem naukowym w postaci trzech
publikacji (dwie oryginalne, jedna pogladowa), dotyczgcych tematyki podjetej w pracy

doktorskiej, co tym bardziej uwiarygodnia wykonane przez nig badania.

Monografia przedstawiona mi do oceny liczy 101 stron druku komputerowego. Posiada

uktad typowy dla doktorskich dysertacji.

Wstep poprzedzony jest spisem tresci i wykazem skrotow. We Wstepie Autorka zwraca
uwage na niekorzystne dane epidemiologiczne dotyczgce wystepowania raka jajnika, a takze
na utomnos¢ dotychczas stosowanych sposobdw terapii chorych na ten nowotwér. W zwiezty
sposdb omawia znaczenie melatoniny w hamowaniu procesu kancerogenezy poprzez
dziatanie antyoksydacyjne i hamujace fazy S i M cyklu komdrkowego. Dos¢ szczegdtowo
omawia budowe i funkcje receptoréw btonowych melatoniny, szczegdlnie receptora MT1.
Uwazam, ze Wstep, napisany zwiezle, logicznie i bardzo przystepnie. Jest dobrym
wprowadzeniem do podjetej tematyki badan i logicznym uzasadnieniem projektu. Opatrzony
jest w kilkoma schematami, ktére znacznie utatwiajg czytelnikowi zrozumienie podstaw

molekularnych znaczenia melatoniny i jej receptorow w procesie kancerogenezy.

Jako cel pracy Autorka postawiata sobie nastepujgce zadania: 1.Detekcja ekspresji
receptora melatoniny (MT1) w komérkach linii nabtonka powierzchniowego jajnika oraz w
komdrkach hodowlanych linii raka tego narzadu w celu potwierdzenia jego obecnosci w ww.
komérkach. 2. Badania potencjalnego synergistycznego dziatania melatoniny w skojarzonym
stosowaniu z cis platyng na komorki linii raka jajnika. 3. Préba okreslenia roli MT1 w
mechanizmie skojarzonego stosowania ww. substancji. Cel pracy podany jest w sposoéb jasny.

Wyptywa z rozwazan zawartych we wstepie.

Jak wynika z rozdziatu Materiat i metody, doswiadczenia przeprowadzono na trzech
liniach komdrkowych: linii prawidtowego nabtonka powierzchniowego jajnika (IOSE 364) i
dwdch liniach raka jajnika cechujgcych sie srednig (linia SK-OV-3) i wysokg (OVCAR-3)
agresywnoscia. W badaniach postuzono sie nowoczesnymi metodami opartymi na
powszechnie przyjetych technikach genetyczno-molekularnych i proteomicznych. Do badan
ekspresji genu MT1 stosowano technike Real-time PCR , lokalizacje biatek badano metode
immunofluorescencyjng, poziom ekspresji biatka badano technika Western Blot. Zywotnosé

komérek oceniono testem kolorymetrycznym SRB. W celu zablokowania receptoréow



melatoniny zastosowano luzindol. Dawki melatoniny i cisplatyny dobrano na podstawie
wtasnych, uprzednio wykonanych licznych eksperymentéw oraz danych literaturowych. Do
oceny interakcji miedzy melatoning i cis platyng postuzono sie wspoétczynnikiem interakc;ji

lekéw (CDI).

Dobdér materiatu badawczego i metody badan zastosowane przez Doktorantke sa
metodami catkowicie akceptowalnymi i dobrze dobranymi do postawionych zadan
badawczych. Zastosowane schematy postepowania laboratoryjnego nie budzg zadnych
zastrzezen. Autorka doktadnie opisata wszystkie zastosowane laboratoryjne procedury, co
pozwala na ich odtworzenie. Wyniki badan opracowano statystycznie dobrze dobranymi

metodami.

Wyniki badan Autorka opisata na 20 stronach. Uzyskane dane Autorka przedstawita w
postaci dwudziestu tabel (zatgczonych na koncu pracy i zilustrowata je dziewietnastoma
wykresami, uzupetnionymi opisami tekstowymi. Autorka wykazata, ze komorki prawidtowego
nabtonka pokrywajacego jajnik, jak réwniez komérki dwdch badanych linii raka jajnika
posiadajg receptor melatoniny MT1. Najwyzszy poziom ekspresji tego receptora Autorka
wykazata w prawidtowym nabtonku pokrywajgcym jajnik. Najnizszy w komédrkach raka o
wysokiej agresywnosci (linia OVCAR-3). Melatonina w stosowanych dawkach obnizata
przezywalnos$¢ hodowanych komdérek. Melatonina w wybranych stezeniach wykazywata
synergie w dziataniu z cis platyng, badz tez jej dziatanie byto addytywne — w zaleznosci od
zastosowanej kombinacji dawek obu substancji. Autorka wykazata takze, iz dziatanie melatoniny
nie odbywa sie poprzez receptor MT1. Wyniki badan uwazam za ciekawe. Nie tylko potwierdzajg
i porzadkujg dotychczasowe dane opublikowane na ten temat w literaturze, ale wnoszg takze

nowe informacje.

Dyskusja, to dos$¢ istotny rozdziat kazdej pracy doktorskiej. Autorka skupia sie tu przede
wszystkim na wifasnych spostrzezeniach wynikajgcych z przeprowadzonych badan i
konfrontuje je z danymi uzyskanymi przez innych autordow. Potrafi swobodnie poruszac sie
wsradd licznych, nierzadko kontrowersyjnych i sprzecznych, literaturowych doniesien dotyczac
p/nowotworowego dziatania melatoniny. Ze swadg dojrzatego naukowca dokonuje poréwnan
wynikéow badan dotyczacych dziatania melatoniny na komorki innych nowotworéw w

eksperymentach wykonanych zaréwno w swoim, jak i w innych osrodkach badawczych.



Zwraca uwage na koniecznos¢ dalszych badan i dociekan nad biologicznymi mozliwosciami
tego, w dalszym ciggu, nie do konca poznanego i tajemniczego hormonu. Praca wykonana
przez Doktorantke stawia nowe pytania i wyzwania, przez co udowadnia, iz nauka nigdy nie
jest w petni zakoniczona. Pokazuje, iz zmudna praca laboratoryjna, chociaz nie zawsze przynosi

spektakularne sukcesy, jest fascynujaca.

Whioski wynikajgce z przeprowadzonych badan Doktorantka zawarta w 4 punktach.
Autorka w pierwszym wniosku wyraza opinie, iz obnizona ekspresja receptora MT1 w
komdrkach badanych linii raka jajnika moze przemawia¢ za udziatem tego receptora
kancerogenezie. Jest to wniosek wyrazony z duzg ostroznoscia (Autorka uzyta tu
sformutowania ...”moze Swiadczyc¢”...). Zachowanie ostroznosci jest tu ze wszech miar stuszne.
Udowodnienie prawdziwosci tej teza wymaga bowiem odrebnych badan. W drugim wniosku
Doktorantka ustosunkowuje sie do zaobserwowanego w badaniach wtasnych braku korelacji
pomiedzy ekspresjg genu a ekspresjg biatka MT1. Uwaza, iz moze to by¢ wynikiem ztozonej
regulacji ekspresji badanego receptora. Teza ta otwiera droge do dalszych badan i dociekan.
We whniosku trzecim Autorka wyraza opinie, ze cytostatyczne dziatanie melatoniny w badanym
przez siebie ukfadzie nie odbywa sie poprzez receptory. W rozwazaniach zawartych we
wstepie ocenianej monografii znajdujemy teoretyczne wyttomaczenie tego fenomenu.
Whniosek czwarty wyraza nadzieje o mozliwosci klinicznych aplikacji obserwowanej synergii i
addycji p/nowotworowego dziatania melatoniny i cis platyny. Uwazam, iz wnioski
sformutowane sg poprawnie pod wzgledem logicznym, a takze w swej zasadniczej czesci

oparte sg o wyniki badan wtasnych.

Praca zaopatrzona jest w wyczerpujgce streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Pismiennictwo liczy 97pozycji. W zdecydowanej wiekszosci pochodzi z ostatnich 15 lat
(jedynie 6 pozycji datuje sie na lata 90-te poprzedniego wieku). Jest to dodatkowy argument
przemawiajgcy za aktualnoscig podjetych przez doktorantke badan, o czym juz wspomniatem
na poczatku swojej opinii. O wiarygodnosci wykonanych badan swiadczy fakt, ze az 8 pozycji
cytowanych w ocenianej pracy jest wynikiem prac zespotu, z ktérego pochodzi Doktorantka.
Praca doktorska wpisuje sie wiec dobrze w dotychczasowy dorobek i osiggniecia zespotu

badawczego kierowanego przez prof. Piotra Dziegiela.



Podsumowanie dysertacji, ktdrg recenzowatem, jest wysoce pozytywne. Temat pracy,
niezwykle aktualny i pozyteczny z punktu widzenia praktyki lekarskiej, jest bardzo dobrze
wybrany. Jego realizacje przeprowadzono w sposéb wzorowy. Doktorantka wykazata sie
duzg wiedzg, ktorg oparta o aktualne pismiennictwo, wykorzystane we wstepie, metodyce i
dyskusji. Wykazata, ze potrafi swobodnie korzysta¢ z nowoczesnych technik laboratoryjnych.
Potrafita, bazujgc na uzyskanych wynikach badan, wyciggng¢ wtasciwe wnioski, ktére

otwierajg wrota do dalszych dociekan i badan.

Whniosek koncowy:

Rozprawa doktorska pt.: Ekspresja receptora melatoninowego MT1 w komorkach raka
jajnika autorstwa Agaty Zemta, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra
Dziegiela - kierownika Katedry i Zaktadu Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego

we Wroctawiu, spetnia warunki okdlene w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o staphii tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr
65, poz. 595, z pd. zm.)

W zwigzku z powyzszym sktadam na rece Pani dziekan Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slgskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie
mgr Agaty Zemta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie proponuje

wyroznienie pracy, o ile macierzysta uczelnia dysponuje takimi mozliwosciami.
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Prof. dr hab. Lech Chyczewski



